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Untersuchungen {iber das Vorkommen von Eiweiss in
der pflanziichen Zellhaut, nebst Bemerkungen tiher den
mikrochemischen Nachweis der Eiweisskorper,

Von Iridolin Krasser.

(Arbeiten des pflanzenphysiologischen Institutes der k. k. Wiener
Universitit. XXXIV.)

Einleitung.

Vorliegende Arbeit schliesst sich an Wiesner's ,Unter-
suchungen iiber die Organisation der vegetabilisechen Zellhant !
unniittelbar an.

Wiesner hat in der eitirten Abbhandlung im Gegensatze zu
seinen Vorgiingern gezeigt, dass die Wand als tebences Glied
der Zelle zu betracliten ist. Nach seinen Darlegungen enthiilt die
Zellhaut, zum mindesten so lange sie wiiehst, Protoplasma. Dieses
Dermatoplasma ist in erster Linie bei den Wachsthums- und
iiberhaupt Lebensvorgiingen der Wand betheiligt.

Diese Grundauffassung itber die Natur der vegetabilisehen
Zellhaut fithrte Wicsner nothwendigerweise zu einer von der
herrsehenden abweichenden Ansicht beziiglich des Chemismus
der Zellwand.

Man hatte bisher die Cellulose als das zuerst entstchende
chemisehe Individoum der Zellhant angesehen und angenommen,
dass — abgeschen von den Infiltrationsprodueten — alle anderen
in der Zellhaut aunftretenden chemiselien Individuen Abktmmlinge
der Cellulose seien.

1 Sitzungsber. d. kais. Akad. d. Wiss.,, Wien, m. n. Cl,, XCIIIL. Bd.,
1. Abth., Jinnerheft, Jahrg. 1886.
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Diese Ansicht ist mit Riieksicht auf die Zahl und Arten der
derzeit schon in der Zellhaut nachgewiesenen Stoffe unhaltbar
geworden.

Wiesner betrachtet die Eiweisssubstanzen des Dermato-
plasmas als jene Stoffe, aus welehen die tibrigen Zellwandkorper
direct oder indirect hervorgehen.

Der genannte Forscher hat in seiner oben citivten Abhand-
lung nur cinige Fiille der Anwesenheit des Eiweiss in der Zell-
membram angefiiirt und darauf hingewieser, dass in einer
spiteren Publication die genanercn Nachweise nach dieser
Riehtung geliefert werden sollen. !

Herr Professor Wiesner hat mielh mit der Ausfiilrung dieser
Untersuchung betrant, deren Resultate in den naehfo'genden
Blittern verzeichnet sind. Ich kann es mir nicht versagen, auch
an dieser Stelle meinem hochverelrten Lehrer Herrn Professor
Wiesner hiefiir sowoll als auch fiir das lebhafte Interesse, mit
dem er diese bescheidene Arbeit begleitete und forderte, innigsten
Dank zu sagen.

Ieh habe auf Anregung des Herrn Professor Wiesner mich
zuniichst damit beschiiftigt, den immer noch sehr mangelhaften
mikrochemischen Nachweis des Liweiss miglichst sicher zn
gestalten. Diesem Gegenstand ist der erste Theil vorliegender
Arbeit gewidmet, withrend der zweite sich mit dem Naehwels der
Eiweisssubstanz in der vegetabilischen Zellwand besehiiftigt.

I
«) Die Xauthoproteinsiurereaction.

Uber die Natur des Produetes, welches durch Einwirkung
von Salpetersiure auf Eiweisskorper entsteht, hat Mulder? die
ersten genauen Untersuchungen angestellt.

Die folgenden Mittheilungen fiber dieses Produet (Xantho-
proteinsiure) stiitzen sich anf jene Zusammenstellung, welehe
Mulderaaf Berzelius’ Wunsch fiir dessen Lelirbueh der Chemie
selbst besorgte,

1 1. c.. p. 43, Sep. Abdr.
2 Journal f. prakt. Chemie, XVI. Bd. p. 297. 1839.



120 F. Krasser,

Die rein dargestellte Xanthoproteinsiiure ist ein orange-
gelbes Pulver, welches unloslieh in Wasser, Alkohol, Ather,
I6slieh in Uberschiissiger HNO, (darans durch Wasser in Gestalt
der citrongelben Verbindung fillbar) ist. Auch Salzsiiure 16st es,
ind zwar mit gelber Farbe.

Concentrirte Sehwefclsiture 16st die Xanthoproteinsiiure bei
gelindem Erwiirmen zu einer gelatingsen sehon rothen Masse auf.
Mit Alkalien verbindet sich die Xanthoproteinsiiure zn neutralen
Salzen, deren Auflosung dunkelroth ist.

Dureh Van der Prant’s! Untersuchungen wurden Mulder’s
Resultate bestiitigt und verallgemeinert.

Bei der mikrochemischen Anwendung pflegt man bekannt-
lich nach dem Vorgange Mulder’s, dadurch, dass man nach der
Behandlung des betreffenden Objectes mit HNO, auf dasselbe
NH, einwirken lisst, die Bildung des xanthoproteinsauren
Ammonsalzes zu bewirken, um dic Firbung zu verstiirken. Es
handelt sich nun erstlich darum, zu entscheiden, ob alle Eiweiss-
kirper, sodann ob aueh andere Kirper dureh HINO, oder HNO,
und NH, gelb gefiirbt werden.

Hexagonales und octaedrisches Rhodospermin zeigen die
Xanthoproteinsiturcreaction erst auf Zusatz von Ammoniak ?. Ich
heobachtete, dass auch Fibrin, wenigstens das aus Maiskdrnern
dargestellte, die Gelbfiirbung mit HNO, nur Husserst schwach
zeigte. Die Fiirbung reichte nicht hin, um unter Mikroskop wahr-
nehmbar zu sein. Hingegen zcigte Tyrosin, also ein Spaltungs-
product der Eiweisskorper mit HNO, intensive Gelbfiirbung. Auf
Ammoniakzusatz wird das gelbe Product typisch orangefarben.
Dieses Verhalten stimmt vollstindig mit dem der Xanthoprotein-
siinve tiberein, Nach O. Nasse® unterliegt es keinem Zweifel,
dass die Xanthoprotetnsiiurereaction der Eiweisskorper in einer
Nitrirung derselben besteht. Ebenso leicht nitrirbar sind ganz
allgemein die hydroxylivten Benzolderivate, Speciell anf die

1 Jahresh. u. d. Fortschr. d. Chewie (Giessen), 2. Bd., 1849, p. 507.

2 DieLiteraturbeiBehrens ,ITilfsbuch beimikrosk. Untersuchungen¥,
1883, p. 331

5 0. Nasse, ,Uber dic aromatische Gruppe im Eiweissmolekiil® in
Bericht n. d. Sitzungen. der Naturf. Ges. zu Halle im Jahre 1879.
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leichte Nitrirbarkeit des Tyrosins wurde zuerst von Scherer!?
aufmerksam gemacht, Es diirfte daher nicht unwahrscheinlich
sein, dass Tyrosin mit HNO, behandelt Xanthoproteinsinre oder
doch cinen derselben nahestehenden Korper liefert. Jedenfalls
muss der Mikroskopiker auf dieses Verhalten Riicksicht nehmen.
Auch gewisse Harze und Alkaloide nehmen, mit HNO, behandelt,
leicht Gelbfiirtbung an, oder geben eine gelbe Losung.

Nach den Untersuchungen F. Hofmeister's* soll ein Ge-
wichtstheil Albuminstoff durch concentrirte HNO, noch in 20.000
Theilen Losung erkennbar sein. Dass dies aber uicht fiir alle
Albuminstoffe gilt, folgt unmittelbar aus den oben beziiglich
Rliodospermin und Maisfibrin mitgetheilten Thatsachen. Bei der
mikrochemischen Anwendung der Xanthoproteinsdurereaction
reducirt sich naturgemiiss durch Anwendung des Mikroskopes
die Wahrnehmbarkeit.

Mit Hilfe der HNO, kann man Eiweiss mikrochemisch an
Pfianzenschnitten um so weniger sicher nachweisen, als die
Figenschaften der rein dargestellten ,Xanthoproteinsiure* sich
nicht recht verwerthen lassen. Fiigt man 2z B. ein Alkali
(Ammoniak, Kalilauge) hinzn, so wird keine dunkelrothe Auf-
losung erzielt, sondern die Gelbfirbung schliigt selbst bei reinen
Eiweisskorpern nur in eine intensivere Gelb- bis Orangefirbung
um. Zudem ist bei Anwendung von Alkalien zn beriicksichtigen,
dass viele organische Substanzen, die keineswegs Eiweisskorper
sind, dadurch gelb werden. Die Controlprobe mit concentrirter
H,S0, (Umwandlung der reinen Xanthoproteinsdure in eine
schon rothe Masse) kann aus naheliegenden Griinden bei pflanz-
lichen Objecten keine Anwendung finden. Man vergleiche die
spiter folgenden, an die Raspail’sche Reaction gekniipften
Erérterungen.

Colin’s® Angabe, dass man durch Behandlung des Eiweiss
mit HNO, ein Farbenspiel von roth und blau hervorbringen
konne, kann ich nicht bestiitigen.

1 Journal f. prakt. Chem., LXX. p. 406, 1837.

2 Hoppe-Seyler, Handb. d. phys. path. chem. Analyse., 5. Aufl.,
p. 263., 1833.

3 Annales de Chimie et de Physique, XXX., p. 323, 1326.
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0) Die Reaction mit Salzsiiure.

Bourdois und Caventou! maehten dic ersten Beobach-
tungen iiber die durch Salzsiiure hervorgerufene Reaetion
thieriseher Eiweissstoffe. Vauquelin, Ruvge? Bonasfre?
beobaehteten Firbung mit Salzsiiure an eiweisshiiltigen Pflanzen-
theilen.

Die ersten genaneren Angaben iiber die Reaetion mit Salz-
siture verdaunken wir l\lulde«*, welcher constatirte, dass die
blane Liosung bei Albumin immer ein wenig ins purpurfarbene
zieht, wihrend sie von Fibrin rein und schon dunkelblau ist.

Die chemische Natur des blauen Farbstoffes hat Mulder
zwar nicht untersucht, aber er hat erwiesen, dass der Sauerstoff
der Luft bei seiner Bildung betheiligt ist.

Malder war anch der erste, welcher die in Rede stehende
Reaetion mikrochemisclr zn verwerthen suehte. Er beobachtete
bei vielen Pflanzen, dass die Zeilwinde nach mehrstiindiger
Behandlung mit HCT an der Luft violett gefiitht werden. Diese
Yeaction hielt er fitr eine Eiweissreaction. Auf seine Folgerungen
wird spiiter zuriickzukommen sein, An dieser Stelle sei nur
hemerkt, dass wir bekanntlich hieute auf Grund der Entdeckungen
Wiesner's wissen, dass verholzte Zellhiiute in Folge des in den-
zelben enthaltenen Vanilling bei gleichzeitiger Gegenwart von
dem in den Zellwiinden nicht selten vorhandenen Phloroglucin
(oder Resorein, oder Bremzkatechin) durch HCl violett gefirbt
werden.

Auch von Ritthausen® und Sachsse® warde das Ver-
halten versebiedener Eiweisskorper gegen HCL nither verfolgt.
Gluten-Casetn quillt in concentrirtem HCI zunfichst nur zu
schleimigen, sehwarzbraunen Flocken aunf, Iost sich aber dann
klar mit brauner Farbe und cinew Stich ing Violette.

Berzelius, Jahresher, (deutsehv. Wé hler), VIL Jahrg., p. 296, 1823,
2 J-thb. d. Chem. u. ’h., 1828, I1L. Bd., p. 115.
3 Journ. de Chemie medic., IV. Bd., p. 51,
1 Berzelius Jahresher, (deutsch v. Wahler). 1840, p. 649,
5 Rittbausen, Die Eiweisskorper der Getreidearten, Hiilsenfriichte
und Olsamen, Bonn, 1872,
¢ Sachsse, Die Iarbstoffe oic . D9,
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Das Mucedin der Gerste gibt in der Kilte eine rothlich-
braune, beim Kochen mit HCI eine tiefrothe Losung, das Mais-
fibrin erzeugt eine schwach briunlich gefiirbte Losung.

Die Liosung des Haferleims in HCI ist farblos, die des
Bohuenlegumins braun, die des Gliadins bliulich mit deuntlichem
Schimmer von Braun.

Ieh muss poch hervorheben, dass die Farbe dev Losung
auch abhiingig ist von der Menge der Siiure und der Temperatur.

Die Fiirbung der Eiweisskorper mit Salzsiture tritt unter 4 7°
iiberhaupt nicht auf. Die schonste blauviolette Auflosung habe
ich von Vitellin (dargestellt ans Samen von Cucurbita Pepo)
erhalten. Nach tagelangem Stehen trat jedoch aueh hier Ver-
farbung ein, ein Farbenumschlag ins Braune.

Bringt man von den Losungen, und seien sic auch noch so
intensiv gefiirbt, etwas unter’s Mikroskop, so wird man finden,
dass die Farbenintensitéit nicht ausreichend ist. Die Losungen
erscheinen farblos.

Imprignirt man Baumwclle odei Leinenfaser mit Eiweiss-
Iosung und fithrt dann auf dem Objeettriiger die Reaction aus,
so gelangt man zu demselben Resultate.

Desgleichen, wean man mit einem festen Eiwecisskorper,
z. B. dem leieht krystallinisch zn erhaltenden Vitellin auf demn
Objecttriiger reagirt.

Die Reaction mit Salzsiiure ist demmnach schon ihrer zu
geringen Farbenintensitiit halber mikrochemisch nichit anwendbar.

Was das Wesen der Reaction anbelangt, so sei daranf ver-
wiesen, dass auch eines der Spaltungsproducte des Eiweiss,
nimlich das Skatol, mit HCl erwiirmt Violetifiirbung annimmt,
allerdings auch mit verdiinnter HNO,. Tyrosin und die iibrigen
wichtigeren Spaltungsproducte zeigen wit HCl keine Violett-
fiirbung, oder vielnehr keine Fiirbung.

Es scheint demzufolge die Arnahme nicht ganz unberechtigt,
dass im Moleciil des Skatols moglicherweise jene Atomgruppe des
Eiweissmoleciiles wieder erscheint, welche bei der Farbenreaction
mit Salzsiiure in Action tritt. Die freilich noch angezweifelte
Structurformel des Skatol = B Methylindol ist die folgende:

/C(CH,): CH
C,H,
\NH
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¢) Die Raspail’sche Reaction.

Diese Reaction wurde unter dem Mikroskop und zwar im
Jahre 1833 von Raspail entdeekt.! Derselbe lehrt mit Hilfe
der concentrirten Schwefelsiiure selbst geringe Mengen von
Zuelker, Eiweiss, Ol, Gummi, Harz erkennen.?

Um ein dauerhaftes Reagens® auf Eiweiss und Ol herzu-
stellen, geniigt es cine geringe Menge gepulverten Rohrzuckers
in concentrirte Schwefelsiiure einzutragen. Heutzutage pflegt
man bekanntlich anf das betreffende Priiparat zuerst moglichst
conecentrirte Zuekerlosung and dann Schwefelsiure einwirken zu
lassen. Dic concentrirte Zuckerlisung scheint fiir diesen
Zweek zuerst von M. S. Schulze angewendet worden zu sein.

Raspail kannte bereits die Thatsache, dass sowohl Eiweiss
als Ol (also gewisse Fette) durch Schwefelsinre nnd Zucker
purpurn gefiirbt werden.

Die Angaben iiber die bei der Raspail’schen Reaction der
Eiwecisskorper auftretende Firbung differiven. Naeh Raspail ist
sie purpurn, nach Schulze violettroth, nach Briicke sehon roth.

Alle diese Aungaben haben ihre Berechtigung, denn der
Farbenton ist in hohem Grade von Concentration und Menge der
angewandten Zuckerlgsung und Schwefelsiiure abhéingig.*

Die Reaction gelingt nicht mit allen Eiweisskorpern.

Ich erhielt bei Vitellin eine ausgesprochene Lilafiirbung.
Ieh wandte sowohl Vitellin an, das ich mir selbst aus Samen von
Cucurbita Pepo dargestellt hatte, als solches, wie es aus den
chemischen Fabriken in den Handel kommt. Bei Albumin (aus
Zewmais), Fibrin (ans Zea mais), Legumin (aus Vicia Faba) war

! Nouvean Systéme de Chimie organique. Paris, 1833.

2 1 e. Abs. 682.

3 1 e. Abs. 633, Anm.

1 Eine {dilnliche Fiirbung wie bei der Raspail'schen Reaction erhilt
man bei Pettenkofer’s Gallenprobe, nicht nur mit Galle als soleher,
sondern aneh mit Glyeocholsiiure, Tauroeholsiiure nnd Cholalsiiure. Der bei
der Pettenkofer’schen Gallenprobe mit Schwefelsiiure und Zucker
entstehende Korper ist jedoch dureh ein specifisches Speetrnmm  aus-
gezeichmet. — M. 8. Schulze (Amn. d. Chem. u. Pharm., LXXI. Bd.,
pag. 266) fand, dass aneh Elain eine ganz ihnliche Firbung wie Galle mit
Zueker und Schwefelsiinre liefert.
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die Fiarbung violettroth, am intensivsten beim Legumin. Hexago-
nales und octaedrisches Rhodospermin geben die Raspail’sche
Reaction iiberhaupt nicht.

Im Eiweissmoleciil ist, wie wir aus den Zersetzungsproducten
der Eiweisskorper erkennen konnen, ein aromatischer Kern
vorhanden. Versetzen wir Proben von Tyrosin, Leucin, Xanthin,
Asparaginsiiure, Phenol mit Zuckerlosung und Schwefelsiiure, so
werden wir das Auftreten einer Rothfirbung nur bei
Tyrosin und Phenol beobachten. Beim Phenol geht man
am besten folgendermassen vor. Man nimmt wenig Phenollosung,
versetzt mit etwas Zuckerlgsung und fiigt Schwefelsiiure tropfen-
weise bis zum Aunftreten der violettrothen Firbuug zu. Gebraucht
man diese Vorsicht nicht, so wird man hiiufig eine braunrothe
Farbung erhalten. Auf Wasserzusatz erhilt man dann allerdings
auch einen rothvioletten Niederschlag.

Die Formeln von Tyrosin und Phenol lassen uns im
Vergleich mit den Formeln von Leucin, Xanthin und Asparagin-
siure erkennen, dass das Vorhandenscin des aromatischen Kerns
eine von den Bedingungen ist, welche die rothe Farbenreaction
mit Zucker und H,50, erheischt. Der aromatische Kern von
Tyrosin und Phenol ist aber hervorgegangen aus #hnlichen
Atomgruppen des Eiweissmoleciils bei dessen Spaltung durch
kiinstliche Sprengung oder Fiulniss. Es kann also auch das
Eiweiss vermige seines idhnlichen aromatischen Kernes dieselbe
Farbenreaction geben. Noch wahrscheinlicher wird diese Ansicht,
wenn es gelingt zu zeigen, dass das Product der Einwirkung von
Zucker und H,50, auf Phenol, respective Tyrosin einerseits und
Eiweiss anderseits sich gegen gleiche Reagentien gleich verhiilt.

Dies trifft in der That zu.

Phenol. Die auf Zusatz (in der oben angedeutetenWeise) von
Zucker und concentrirter H,S0, entstandene rothviolette Firbung
wird auf Znsatz von HNO, blutroth, setzt man statt HNO, jedoch
KOH oder NH, hinzu, so schligt die rothviolette Firbung in
Weingelb um.

Eiweiss verhiilt sich ebenso.

Fragen wir uns nun weiter, ob anch andere Korper mit
aromatischem Kern nach der Behandlung mit Zucker und con-
centrirter H,SO, eine Farbenreaction gecben. Bekanutlich bestehen
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zwei der besten Zuekervreactionen.! die gegenwiirtig bekannt
sind, in der Auwendung von «-Naphtol und concentrirter H,SO,,
respective Thymol und concentrivter 11,50,.

Weunden wir dieselben in der Art an, dass wir «-Naphtol,
respective Thymol mit Zacker und concentrirter H,SO, versetzen,
so erhalten wir selbstverstiindlich dicselben Reactionen.

o Naphtol + Zucker + concentrirter T, S0, violetter Niedersehlag
Thymol ) - zinnober-rubin-earmin-
rother Niedersehlag.

Molisch? fithrt noch andere Korper der aromatischen Reihe
an, die m’t Zucker nnd H,S0, eigenartige Firbungen geben.

Es wurde somit gezcigt, dass eine ganze Reihe von aroma-
tisehen Korpern existirt, welche mit Zucker und H,SO, Farben-
reactionen geben. Da nun die aromatischen Korper Tyrosin und
Phenol, welche Spaltungsproducte der Eiweisskorper sind,
chenfalls mit Zucker und H,S0), eine Farbenreacticn geben, und
diese mit der des Eiweiss itbereinstimmt, so darf man annehmen,
dass i allen genanuten Fillen dihnliche Atomgruppen in Action
treten. Dass dies vor allem {iir den aromatischen Kern der Kiweiss-
korper gilt, gcht wohl besonders aus der Thatsache hervor, dass
die picht aromatischen Spaltungsproducte aes Eiweiss mit
Zuacker und 1,30, keine Farbenreaction geben.

Es sci hier daranf hingewiesen, dass die Eiweisskorper im
Organisinus hiiuiig neben Zucker vorkommen.

Daun erhiilt man natiirlich schon dureh H,SO, allein die
Raspail’sche Reaction. Desgleichen, wenn Kérper vorhanden
sind, welche wnter dem Einflusse von H,S0, entweder verzuckert
(Kohlehydrate) werden oder Zucker abspalten (Glyeoside).
Pflanzliche Objecte werden zumeist auf blossen Zusatz von
H,S0, dic Raspail’sche Reaction zeigen, da Kollehydrate
(wenigstens in Form von Cellulose und Stirke) sclten fehlen
werden.

Bei der mikrochemischen Anwendung der Raspailsehen
Reaetion darf nicht iiberschien werden, dass gewisse organische
Korper durch 1,50, allein eine ganz iihnliche Firlung, wie sie

! Hans Moliseh, ,Zwcinene Zuckerreacticnen®, Sitzber. d. kais.
Akad. d. Wiss. zu Wien, n. n. CL, XCIIL Bd., 1535 (Mai).

2 Moliscl, L. e. pag. 915 (Sep. Abdr., pag. 4, Anm. 2

i e
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hier in Betracht kommt, annehmen. Es sind dies vornehmlich
Glycoside und Alkaloide, z. B. Salicin, Coniferin, Narcotin,
Veratrin. Das Phenolaldehyd Vanillin gibt mit Zuckerlssung und
H,S0, intensive Fiirbung nach Art der Raspail’schen Reaction,
durch H,SO, allein wird es rothbraun. Ferner kénnen, namentlich
bei der mikrochemischen Untersnchung von Zellmembranen, die
Farbenreactionen, welche gewisse Phenole in Verbindung mit
dem in .versetzten“ Membranen nie fehlenden Vanillin schon auf
die Einwirkung der H,SO, hin geben,! Tduschungen veranlassen.

Beobachtet man unter Mikroskop suf Zusatz von Zucker-
losung und concentrirter H,SO, Rothifirbung, so ist nur dann
erlaubt diese auf Eiweisskorper zu deuten, wenn alle im Vorher-
zehenden beriihrten Korper, welche unter gleichen Bedingungen
und jene, welche schon auf Zusatz von H,50, allein Rothfirbung
verursachen, ausgeschlossen sind. Dass selbst bei rein dar-
gestelliten Eiweisskorpern der Farbenton der Raspail’schen
Reaction nicht immer violettroth ist, wurde bereits frither hervor-
gehoben, Es eriibrigt noch zu erdrtern, worauf die von Raspail®
beobachtete Rothfiirhung von Gumimi dureh Zucker und Schwefel-
siure zuriiekzufiihren ist. Nach meiner Meinung kann es seit
Wiesner’s? Entdeckung des Gummifermentes nicht dem
geringsten Zweifel unterliegen, dass bei den Gummiarten die
Raspail’sche Reaction auf Eiweisskirper zurtickzufithren ist,
um so mehr als sich auch N durch die Natriumprobe in den
betreffenden Korper, z. B. im arabischen Gummi nachweisen
liisst.

d) Das Millon’sche Reagens.

E. Millon hat das nach ihm benannte Reagens im Jahre 1849
bekannt gemacht und die Methode der Darstellung und die
Wirkungsweise desselben angegeben. *  Modificationen  der

1 Wiesner, Elem. d. Anat. u. Phys. Note ,Holzsubstanz“, auf
pag. 291, I1. Aufl., 1885.

2 Raspail 1. e. Ahzatz 682, )

8 Wiesner in Sitzb. d. kais. Akad. d. Wiss. zu Wien, XCII. Bd.,
pag. 43, 1885, (Juli).

+ Comptes rendus, XXVIIL. Bd., pag. 40, 1819, ferner Aunnales de
Chim. et de Phys., I1I¢ sér. t. XXIX, pag. 507 ff., 1350.
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Darstellung wurden von Th. Hartig, ! ferner von Kiihne und
Rudneftf ? inVorsehlag gebracht. Das Millon’sche Reagens wird
bekanntlich durch Auflosung von Quecksilber in dem gleichen
Gewiehtstheile von concentrirter Salpetersdure und Verditunen
dieser Lisung mit dem gleichen Volum Wasser erhalten, und es
ist derzeit sichergestellt, dass nicht die Anwesenheit von Queck-
silberoxydunl neben Oxyvd, sondern die Anwesenheit der salpetrigen
siure zum Gelingen der Eiweissreaetion erforderlich ist, weleh’
letztere in einer meist ziegelrothen Férbung sich zu erkennen
gibt und erst in der Wiinne vollstiindig gelingt.

Die Empfindlichikeit der Reaction wurde zuerst von Milloun,
dann vonF.Hofmeister? festgestellt; nach ersterem liisst sieh in
der Losung noch 0-00001, nach lefzterem noeh 0-00005 Albumin
erkennen. Selbstverstiindlieh ist die Empfindlichkeit bei Ver-
wendung des Reagens unfer dem Mikroskop alsgeringer anzusehen.

Schon Millon gab an, dass nichit nur die Eiweisskorper,
sondern eine gute Zahl davon sich ableitender secundiirer
Producte dic Reaction geben. Intercssant ist Millon’s Angabe,
dass anch Stirke und Baumwolle dureh das Reagens roth
werden sollen. Fiir reine Producte gilt dies, wie ich mich iiber-
zeugt habe, nicht, und es ist gewiss nur ein Gehalt der Stirke an
Kleber, oder sogenannte ,unreife Baumwolle*, die noeh relativ
reichlich Protoplasmaresie cnthilt, welche Veranlassung zum
Eintritt der Millon’schen Reaction geben konnen. Auch arabi-
sches Gummi gibt nach Millon die Reaction. Dies kannm ieh
bestiitigen. Wie schon bei der R aspail’schen Reaction angefiihrt
wurde, ist es jedenfalls das Gummiferment, welches die Veran-
lassung zum Zustandekommen der Millon’schen Reaection beim
Gummi gibt.

Dass das Millon’sche Reagens auch Tyrosin und zwar in
gleicher Weise wie Eiweiss anzeigt, ist schon von R. Hofmann*

1 Entwicklungsgeschichte des Pflanzenkeimes ete. Leipzig, 1858,
pag. 154,

2 Zeitschr, f. analyt. Cheni.. 4. Bd., pag. 449.

3 Siche Hoppe-Seyler, Handb. d. phys. path. chem. Analyse, 1883,
pag. 263,

4 Liebig’s Ann. d. Chemie und Pharm., 87. B, 1803, pag. 124,
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angegeben worden, aber erst v. Vintschgau' zeigte den
Zusammenhang dieser Reaction mit der Eiweissreaction. Ein
tieferes Verstindniss der Millon’schen Reaction wurde durch
0. Nasse? herbeigefiilrt, welcher zeigte, dass es eine aromatische
einfach hydroxylirte Atomgruppe im Eiweiss sei, welche durch
das genannte Reagens angezeigt wird und dass die einfach hydro-
xylirten aromatischen Korper auch als solehe die Reaction geben.

Ich kann die Angaben Nasse’s nicht nur bestiitigen, sondern
auch durch die Auffindung neuer Thatsachen erweitern.

Von den von mir untersuchten Zersetzungsproducten der
Eiweisskorper lieferten folgende die Millon’sche Reaction:
Tyrosin, Hydroparacumarsiiure und Phenol, also durchaus Ver-
bindungen mit aromatischem Kern, an welchen eine Hydroxyl-
gruppe direct gekniipft ist. Die iibrigen aromatischen Zersetzungs-
producte des Eiweiss (z. B. Phenylessigsiiure, Phenylpropion-
siture) geben die Reaction nicht.? Desgleichen nicht die Methan-
abkommlinge der Eiweisszersetzungsproducte. (Ich untersuchte
Essigsiure, Buttersiiure, Bernsteinsiiure, Glycocoll, Asparagin und
Asparaginsiiure.)

Ich habe noch zahlreiche andere Kérper in ihrem Verhalten
z Millon’s Reagens gepriift. welche eine weitere Bestiitigung
der Angabe Nasse’s liefern und zugleich eindringlich lehren, wie
vorsichtic man bei der Deutung der Millon’schen Reaction
gein miisse.

Mit Millon’schem Reagens nehmen Rothfirbung an:

A. Aromatische Oxysiuren: Oxybenzodsiuren wie Salicyl-
siure, ferner Oxymandelsiiure, Oxyphenylessigsiiure, Hydropara-
cumarsiure, Tyrosin.

B. Phenole: Phenol, Kresol, Thymol, Salicylaldehyd, Vanillin,
Naphtol.

Dies sind aber durchwegs aromatische Korper mit einer
direct an den aromatischen Kern gekniipften Hydroxylgruppe.

Die Millon’sche Reaction wurde hingegen nicht erhalten:

1 Sitzb. d. kais. Akad. d. Wiss. Wien, m. n. Cl,, LX. Bd,, IL. Abth,,
1869, pag. 276.
2 [ber die arom. Gruppe im Eiweissmolecill. Ber. ii. d. Sitz. d. Naturf.
Ges. zu Halle, im Jahre 1879. Sitz. v. 8. Mérz.
3 Das Indol gibt allerdings mit salpetrige Siiure haltender Salpeter-
siiure Rothférbung.
Siizb. d. mathem.-naturw. Ci, XCIV, Bd, I, Abth, 9
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A. Bei Korpern, in deren Moleeiil die C-Atome kettenformig
cebunden sind, aueh wenn die OH-Gruppe direet an € gekniipft
ist, z. B. den G-werthigen Verbindungen Mannit, Duleit ete., ferner
iiberhaupt Alkoholen und diejenigen davon abgeleiteten Verbin-
dungen, welche den geforderten Structurbedingungen entspreehen,
Kohlenhydraten ete.

B. aromatischen Korpern, welehe die OH-Gruppe gar nicht
enthalten: z. B. Nitrobenzol, Indigotin, Phenylpropionsiure,
Phenylessigsiiure.

C. aromatisehen Korpern, welche die OH-Gruppe nicht direet
an den aromatisehen Kern kniipfen, z. B. Mandelsdure.

D. Korpern mit mehrfach hydroxylirtem aromatisehen Kern:
z. B. Protoeatechusiiure, Gallussiiure, Brenzkatechin, Resorein,
Orein, Phloroglucin, Pyrogallussiure.

Die Nitrogruppe verhindert ebenfalls die Reaetion: z. B.
Pikrinsiiunre.

Die angefiibrten Thatsachen lehren nus also, dass nur die
Korper mit einfach hydroxylirtem aromatisebhem Kern mitMillon’s
Reagens Rothfivbung annehmen. Daraus miissen wir schliessen,
dass es auch im Eiweissmoleeiil ein einfach hydroxylirter Kern
ist, weleher die Rothfiirbung des FEiweiss mit Milloun’sehem
teagens bedingt, ein dhnlicher, wie er aunch in dessen aromati-
schen Spaltungsprodneten, Tyrosin,* Phenol ete. enthalten ist.

Wenn wir demnaeh unterm Mikroskop auf Einwirkung von
Millon’s Reagens auf das Priiparat in diesem Rothffirbung beob-
achten,so knnen wir daraus nur aut das Vorhandensein eines organi-
sehen Korpers it einfach hydroxylirtem aromatischen Kernsehlies-
gen. Gleiehwohl werden wir spitter darlegen, dass dasMillon’sehe
Reagens in Combination mit einem anderen fiir den Nachweiss von
Eiweiss in der pflanzlichen Zellhaut sich am meisten empfiehlt.
e) Die alkalische Kupfersulphatlosung als Specialreagens

anf Eiweisskorper.

Die charakteristisehen Fiirbungen, welehe Eiweisskorper
mit Knptersulphat nnd Kali- oder Natronlange annehmen, sind

1 Dic Constitntion des Tyrosins wurde bekmuntlich anfgeklirt in der
Abhbandlng: L. Barth, Uber die Coustitution der Phloretingiiure und des
Tyrosins.* Sitzb. d. kais. Akad. d. Wiss,, Wien.m. n. CL, LX. Bd,, II. Abth,,

rag. 11—16, 1869,
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melirmals  entdeckt worden, zuerst wohl von Bence Jones,!
dann von E. Humbert und G. v. Piotrowski.

E. Humbert? fand, dass Albumin, Fibrin, Casein und Leim
sich in TFliissigkeiten durch die ,zur Zuckerprobe dienende
alkaliseche Kupfersulphatlosung® nachweisen lassen. Es entsteht
eine schon violette Firbung, die Reaction tritt nur bei einem
griisseren Gehalt an Albumin schon in der Kiilte ein, andernfallg
erst beim Erhitzen. Fibrin erzeugt eine mehr weinrothe, Leim eine
Firbung mit blauer Nuance.

G. v. Piotrowski?® bezeichnet den Farbenton seiner ,neuen
Reaetion auf Eiweisskorper und deren nithere Abkémmlinge~ als
.schon tief veilebenblau.* Er versuchte die Reaction auch mit der
festen Substanz durch Betupfen derselben mit den Reagentien
und fand, dass die Reaction auch bei mikroskopischen Unter-
suchungen brauchbar sei. Auch er fand gleich Humbert, dass
durch Zusatz einer Sdure die Firbung verschwinde, durch fixe
Alkalien jedoch, wiewoDll nicht immer mit der fritheren Intensitiit
wiederhergestellt werden konne. Von Korpern, welche sich gegen
das Reagens indifferent verhalten, werden angefiibrt: Hiimatin,
Kohlehydrate. Fette, Glycerin (d. h. es bildete sich der gewishn-
liche Niederschlag von Kupferoxydhydrat).

Nach Ritthaunsen* ist der durch die Kupferprobe hervor-
gebrachte Farbenton der Lisung bei:

Casen nnd Fibrin aus Weizen und Roggen: blauviolett.

Legumin aus Hafer: tiefblauviolett.

Legumin aus Erbsen: rothviolett, violett, blauviolett, je nach
der Menge des vorhandenen Kupferoxydes.

Gliadin aus Weizen: tiefviolett, Gliadin ans Hafer: violett
(wenig intensiv).

Ich kann den bereits erwiihnten Fillen aus eigener Er-
fahrung noch hinzuftigen, dass bei Albumin (aus Zea mais) und

L Ann. d. Chemie u, Pharm., LXVIL Bd., pag. 102.

2 Journal de Pharmacie et de Chimie par Boullay ete. Paris, IIL sér.,
XXVIIL Bd., pag. 272.

3 Ritzb. d. kais. Akad. d. Wiss., Wien, m. n. Cl., XXIV. Bd. 1857,
pag. 335 ff.

+ Zeitschr. . analyt, Chem., VIL. Bd., pag. 266, ferner Ritthausen,
»Die Eiweisskorner®, vgl. auch Sachsse, ,Chemie u. Physiologie der Farh-
stoffe ete.“, & H9.
q @
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Vitellin (aus Cucurbita Pepo) die Fdrbung intensiv violett, bei
Fibrin (aus Zea mais) schwach violett, bei Legumin (aus Vicia
Fabe) azurviolett ist.

Nach v. Britcke! werden die Peptone durch das Kupfer-
reagens purpurroth, die Eiweisskorper violett. So diirften sich
dureh Anwesenheit von Peptonen neben Albuminaten die Farben-
nuaneen erkliren, welche die natiirlieh vorkommenden Eiweiss-
korper darbieten.

Die Eiweisskorper gehen mit dem Kupfersalz eine Verbin-
dung ein, die, aus alkalischer Losung gefiillt, in tiberschiissigem
Alkali sich farbig 15st. Auch die Kollehydrate (namentlich
Zucker oder dextrinartige Substanzen) nnd gewisse Séuren geben
in alkalischer Losnng losliche Kupferoxydverbindungen. Treten
diese neben den Eiweisskorpern gleichzeitig auf, so erseheint die
Flitssigkeit in dem Masse tiefer blau, als von derartigen Kérpern
vorhanden ist.

In die Mikrochemie wurden Kupfersulphat und Kalilange
1859 von Julius Sachs? eingefiilrt. Unter anderem fand er auch,
dass Eiweiss durch Mengung mit Dextrin, Rohrzucker, Trauben-
zueker niemals ganz unkenntlich gemacht wird, wenn man die
Quantitiiten des in die Zelle eintretenden Kupfersulphates regu-
liren kaun. Die Eiweisskorper zeigen naeh demselben Autor alle
ein nnd dieselbe Violettfiirbung,® was mit den oben mit-
getheilten Beobachtungen Ritthausen’s und Briicke’s nicht
iibereinstimmt.

Behufs mikrochemischen Nachweises der Eiweisskiorper
pflegt man die Schnitte gewohnlich zuerst mit Kupfersulphat,
dann mit Kalilange zu behandeln, Auf Grund dieses Verfahrens
gelangten Sachs* und W. Hofmeisters zu der Ansicht, dass
das Protoplasma villig ausgebildeter Zellen wohl stickstoft-, aber
nicht eiweisshiiltig zu sein seheine, da sie daselbst keine Reaction
erhielten.

1 Physiologie, 4. Aufl,, pag. 88 ff,

2 Uber cinige nene wmikroskop. chem. Reactionsmethoden.® Sitzb.
d. Akuad., Wien, m. n. CL,, XXXVI. Bd.

3 Sachs untersuchte Iliihnerciweiss, Kasein, Legumin nud Kleber,
ferner Schuitte von Ficia Faba, Phascolus multiflorus, Kiirbis, Maix.

1 Mikrochem. Untersuchungen®. Flora 1862.

5 Pllanzenzelle, pag. 2.
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Loew und Bokornyt! fanden jedoech, dass dieselben
Reagentien, in umgekebrter Reihenfolge (KOH v. sp. Gew. 1,33
ca. D Minuten, dann 1/, proe. Kupfersulphatlosung) angewandt,
das Eiweiss auch im Protoplasma der vollig ansgebildeten Zellen
anzeigen.

Nach den bereits eitirten Unlersuchungen ¥. Hofmeister’s
erscheint die Kupferprobe im Vergleich zu den iibrigen Eiweiss-
reactionen als die am wenigsten empfindliche.

/) Die molybdiinsaurehaltige Schwefelsiure.

YVon Dr. A. Frohde? wurde im Jahre 1868 die folgende
Notiz iiber eine nene Reaction der Eiweisskorper verdffentlicht:
»Behandelt man die Eiweisskorper im festen Zustande mit
molybdinsiurehaltiger Schwefelsiiure, so werden sie intensiv
blau gefiirbt. Unter anderem zeigen die Schnitte von Samen-
kornern, besonders Getreidearten, sowie die Muskelfasern diese
R :action deutlich. Gewissc Reagentien verhindern die blaue
Farbenerscheinung. “

Um mir ein Urtheil iiber die mikrochemische Anwendbarkeit
der Methode zu bilden, priifte ich das Verhalten der molybdin-
siiurehaltigen Schiwefelsiure (bereitet durch Auflésen von mo-
Iybddnsaurem Ammon in cone. Schwefelsidure) gegen verschie-
dene Korper.

Von Eiweisskorpern pflanzlichen Ursprunges priifte ich
Vitellin, Albumin, Fibrin, Legumin, sowohl in fester Form als
in Losung. In beiden Féllen erhielt ich intensive Blaufdrbung.
Die Priifung anderweitiger Substanzen ergab folgendes Resultat:

Glycerin: beim Schiitteln intensiv blau.

Xanthin (fest und in Losung): keine Firbung.

Tyrosin, Mannit, Gummi, Rohrzucker, Phenol, alle sowohl
in fester als in fliissiger Form: intensiv blau. Desgleichen reine
Stirke, Stirkekleister, Invertzucker, Granulose.

Phlorogluein: in fester Form intensiv blau; in wiisseriger
Lisung dureh griin in blau.

1 ,Die chem. Kraftquelle im lebenden Protoplasma¥, 1852, pag. 58S,
ferner Oscar Lo w in Botan. Zeitg., 1884, Sp. 273.

2 Amn. d. Chem. w. Pharm., von Waohler, Liebig & Kopp, XLV,
1368, pag. 376.
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Thymol: in fester Form blau, in alkoholischer Lisung dureh
violett in blau.

a-Naphtol: in fester Form griin, in alkoholischer Losung
dureh violett in blan.

Vanillin: in fester Form intensiv dunkelblaugriin.

Coniferin: in fester Form intensiv dunkelblau.

Baumwolle: intensiv dunkelblau.

Es nebmen also sehr versehiedenartige Korper mit der
molybdensiiurehaltigen Schwefelsiture intensive Blaufiirbung an.

Behufs Erklirung der Blanfirbung muss ich auf ein bekanntes
Verhalten der Molybdaensiiure (MoO,H,) reduncirenden Mitteln
gegeniiber zuriickkommen. Iiigt man néimlich zu der cone. Lisung
eines molybdiinsauren Salzes Salzsiiure, so scheidet sich Mo-
Iybdinsiure als weisser krystallinischer Niederschlag aus, der
sich in iiberschiissiger Salzsiiure leicht 16st. Fiigt man zn dieser
Losung Zink, so firbt sie sich in Folge der Bildung niederer
Oxyde erst blan, dann griin (Bildung von Sesquioxyd) und zuletzt
braunroth und gelb, wobei ein Suboxyd (Mo, 0, = 2Mo,0,M00)
entsteht. Durech Kaliumpermanganat werden diese niedercn
Oxydationsstufen wieder zu Molybdénsiure (MoO,H,) oxydirt !. —
Wendet man molybdiinsiiurehaltige Schwefelsiiure an, so muss
die Reduction der Molybdiinsiiure bis zu einem gewissen Grade
gehemmt werden, da die Schwefelsiure oxydirend wirkt. Die
lHtemmung der Reduetion wird abhiingig sein einerseits von der
Reductionskraft der Substanz und anderseits von der zur
Geltung gelangenden Oxydationskraft der Schwefelsiure.

Glycosen, Aldehyde sind durch ein hohes Reductionsver-
mogen ausgezeiebnet. Da durch Kalinmpermanganat auch bei
den iibrigen (untersuchten) Korpern, welche mit molybdensiure-
haltiger Schwefelsiiure intensive Blaufiirbung annchmen, die
Bildung dieses blauen Korpers verbindert wird, so scheint es
auch in diesen Fiillen nicht unbegriindet, den blaunen Kérper als
cin niederes Oxyd der Molybdiinsiiure zu betrachten, entstanden
durch die Reductionswirkung des betreffenden untersuchten
Kirpers. Eine weitere Stiitze fiir diese Ansicht ist der folgende
mikroskopische Befund. Beobachtet man niimlich unter Mikroskop

1 Vgl Riehter, Anorgan. Chemie, IV. Aufl.,, 1834, pag. 469.
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die Einwirkung der molybdiinsiturehaltigen Schwefelsiiure, z. B.
auf festes Eiweiss, so siebt man, wie die Fliissigkeit (die Siiure)
sich blan firbt. Dieselbe Beobachtung kann man bei Stiirke,
Zucker, Gummi etc. in fester Form machen. Schliesslich speichert
der feste Kérper die blaue Verbindung (wahrscheinlich Mo,0Oy)
auf, die Fliissigkeit wird farblos.

Der Umstand, dass im Pflanzenreiche allgemein verbreitete
Korper aus verschiedenen chemischen Gruppen die intensiv blaue
Farbenreaction geben und ferner der Umstand, dass die blaue
Verbindung (Mo,0,) sich in der Fliissigkeit bildet, aus welcher
sie erst aufgespeichert wird, lisst nur eine sehr beschriinkte Ver-
werthung der Frohd e’schen ,Eiweissreaction® bei mikrochemi-
schen Untersnchungen zu; als Speeialreaction kann sie keines-
falls gelten.

¢) Ein neues Reagens.

Das Alloxan und einige verwandte Carbamide haben die
Eigenschaft, die Haut roth zu fiirben. Ich ging dieser Reaction
nach und fand, dass man Alloxan in der That — unter gewissen
Bedingungen — als mikroehemisches Reagens anf Eiweiss-
korper und gewisse Spaltungsproducte derselben verwenden
kann.

Das Alloxan (=Mesoxalylharnstoff) bildet Krystalle, welche
ebenso leicht in Wasser wie in Alkolol loslich sind. Aus einer
heissen Liosung scheiden sich kleine bestindige Krystalle
mit 1 H,0 ab. Die grossen Krystalle, die man aus einer warmen
Losung erhiilt, verwittern an der Luft. Alloxanlosungen firben
die Haut nach einiger Zeit purpurroth und geben ilhr einen unan-
genehmen Geruch.

Ein Versueh mit festen Eiweisskorpern zeigt, dass selbe in
einizen Minuten dieselbe purpurrothie Firbung annehmen. Aber
nicht bloss Eiweisskorper geben die Reaction, sondern auch
Tyrosin, Asparaginsiiure (sehr intensiv), Asparagin’, vermuthlich
itherhaupt jene organischen Kirper — vielleicht nur unter gewissen
Bedingungen — welche die Gruppe CH,.CH(NH,).CO,H im Mo-
leciil enthalten. Vergleicht man niimlich die Structurformeln

1 Diese Angabe hezieht sich nicht auf Losungen.
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OH
A\ CH,.CH(N1,).CO,H
CH(NH,).CO,H
Asparaginsiure: | und Asparagin:

CH, . CO,H

der drei Korper Tyrosin: CjH

CH(NH,). CO,H

CH,.CO.NH,
mit einander, so findet man, dass im Moleciil eines jeden dieser
Kérper nur die Atomgruppe CIL,.CH(NH,).CO,II gemeinsam
sieh vorfindet. Ieh habe eine grosse Anzahl von organischen
Korpern ans den versehiedenen Gruppen mit Alloxan auf Roth-
tiirbung gepriift, jedoch eine solehe nieht erhalten.

In Lisungen von Eiweiss und den iibrigen in Betracht
kommenden Korpern erhiilt man die purpurrothe Firbung mit
Alloxan schwieriger, als bei denselben Korpern in fester Form.

Bei der Dentung einer mit Alloxan crhaltenen Rothfirbung
muss der Umstand in Betracht gezogen werden, dass festes
Alloxan. wie es nach dem Verdunsten der Losung an der Luft
zuriickbleibt, binnen mehreren Stunden—allerdings sehwache —
Rothfiirbung annimmt, besonders bei Anwesenheit von Ammoniak.
Diese Rothfirbung schliigt dureh Natronlange in Blauviolett um.
Erhitzt man Alloxanlosung mit Ammoniak, so bildet sich eben-
falls der rothe Korper (walrseheinlich Murexid oder eine &hn-
liche Verbindinng); dureh Natronlauge wird die Rothfirbung in
Blauviolett umgewandelt.

Um also Eiweiss und die iibrigen Korper mit Alloxan nach-
zuweisen, ist es nothwendig, in der Kiilte zu operiren und Ammo-
niak moglichst ansznsehliessen. In der Natronlange bat man
ein Mittel, die Reaction der Gruppe CH,.CH(NI,).CO,H zu
sichern, da xie die durch dicse Gruppe verursachte Rothfiirbung
unveriindert Lisst.

Ich reagirte mit concentrirter wiisseriger oder alkoholischer
Alloxanlosung und bediente mich auch einer concentrirten Ats-
natronlisung.

I'reic Siuren verhindern die rothen Farbenreactionen des
Alloxans.

Von der mikrochemizehien Anmwendbarkeit der Farbenreaetion
mit Alloxan behufs Nachweises der Eiweisskorper kann man
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sich leicht an durch das Endosperm von Samen gefiihrten
Sehnitten, welche Aleuron und Eiweisskrystalle enthalten, iiber-
zengen. Um die iibrigen, ebenfalls mit Alloxan reagirenden
Korper auszuschliessen, muss man die betreffenden Priiparate
mit heissem Wasser auslaugen oder mit Wasser auskochen.
Pilzhyphen reagiren im allgemeinen ganz hiibsch.

Bei der Aunsfithrung der Alloxanreaction ist es gut, mit mog-
lichst wenig Fliissigkeit zu arbeiten. Im Ubrigen ist es unbedingt
erforderlich, die angedeuteten Vorsichten nicht ausser Acht zu
lassen.

ANHANG.

Die von Adamkiewicz ! entdeckte Reaction der Eiweiss-
korper und Peptone mit Eisessig und cone. Sehwefelsiure (Violett-
firbung) ldsst sich mikrochemischsehon wegenzu geringer Inten-
sitdt der Firbung nicht anwenden.

Die Aldehydreaction mit fuchsinschwefeliger Siure kann
zur Erkennung von Eiweisskorpern unter dem Mikroskop nieht
herangezogen werden, wie bereits Low und Bokorny? nach-
gewiesen haben; denn Lisst man ceinen Tropfen der fuchsin-
schwefeligen Siure nur kurze Zeit in Contaet mit Luft, so sieht
man mit der Verdunstung der vorhandenen schwefeligen Siure
eine Rothfiirbung eintreten. Bei Luftabschluss zeigt das Priiparat
selbst nach 24" keinerlei Rothfirbung.

In neuerer Zeit wurde von E. Zaceharias® die schon von
Hartig angegebene Berlinerblaureaction modificirt und neuerlich
in die Mikroskopie eingefiihrt. Auf Grund derselben Reaction ge-
langte E. Zaccharias zu dem Schlusse, dass im Protoplasma
vollig ausgebildeter Zellen, da keine Blaufirbung zu erzielen war,
Plastin  vorherrsche. Oscar Low?* erhielt jedoch die Blau-
farbung nach voransgegangener Quellung der Priparate in Kali-

1 Literatur bei Hoppe-Seyler, Handb. d. phys. path, chem. Anal.,
1883, pag. 262.

Z Botan. Zeitg. 1882, Sp. 832.

3 Botan. Zeitg. 1833, Sp. 211,

1 Botan. Zeitg, 1834, Sp. 273, ,Uber den mikrochem. Nachweis von
Eiweissstoffen®.
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lauge. Da bei dieser Reaction nur das innerhalb der Zelle aus
den zugefiihrten Reagentien gebildete Berlinerblau von den
Eiweisskorpern aufgespeichert wird, also eine chemische Action
seitens der Eiweisskorper nicht statt hat, so {fillt dieselbe nieht
in den Rahmen dieser Arbeit.

Versuche, den Stickstoff des in der Zelle entbaltenen Ei-
weiss mittelst der bekannten Natriumprobe derart zur Reaction
zu bringen, dass man dann aus in den Zellen eingetretener Blau-
tirbung die Vertheilung der Eiweisskorper unter dem Mikroskop
studiren kinnte, scheiterten, da ich eine passende Modification
iter Methode nicht fand.

Die Anwendung der Jodreaetion der Eiweisskorper wurde
perhorreseirt, da, wie sehon von verschiedenen Seiten hervor-
gehoben wurde, nicht allein alle stickstoffhaltigen Korper, sondern
anch andere gelbe bis braune Firbung damit annehmen.

Allerdings pflegt man sich auch heutzutage kiiufig mit der Gelb-
fiivbung durch Jod und dem Vermtgen Farbstoffe ((‘armin, Gen-
tianaviolett, Anilinblau, Hoffmannsblan) aufzuspeichern zu be-
guniigen, um auf die Eiweiss-, resp. Plasmanatur eines Gebildes
zu schliessen. Xs ist dies namentlich bei den Studien iiber die
protoplasmatischen Verbindungsfiden der Fall gewesen. Allein
dieses Vergehen kounte fiir die vorliegende Untersuchung nicht
massgebend sein.

Iin Vorangegangenen habe ich den Werth der einzelnen
Farbenreactionen auf Eiweiss beleuchtet, Wir haben allerdings
gesehen, dass eine mikrochemiseh verwerthbare Farbenreaction,
die nur auf Liweisskorper deutet bisher nicht aufgefunden wurde.
Allein die mannigfaltigen Qualititen jener Atomcomplexe, welehe
das Eiweissmolekiil bilden, geben der Hoffnung Raum, durch
cine Combination passender Reactionen anf das Eiweiss schliessen
zu konnen.

Es handelt sich nun darwn, die verschiedenen Eiweiss-
reactionen mit Riteksicht auf den Nachweis der Anwesenheit
des Eiweciss in der pflanzlichen Zellhaut gegeneinander ab-
zawigen,
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Dass die Firbung der Eiweisskorper mit concentrirter
Salzsiure zum mikrochemischen Nachweis wegen allzu geringer
Intensitiit iiberhaupt nicht angewendet werden kann, habe ich
schon frither betont.

Die Untersuchungen F. Hofmeister’s haben gelehrt, dass
man erkennen kann einen Gewichtstheil Albuminstoff
mittelst concentrirter Salpetersiiure in 20.000 Theilen Losung

»  Kupferreactionin . . . . . 2.000 . ”
. Millon’s Reagens . . . . . 20.000 . .

Diese Zahlen kann ich im A]lﬂememen bestitigen; man darf
sie jedoch nicht, wie ich oben auseinandersetze, auf alle Eiweiss-
korper iibertragen. Auch ist zu beachten, dass die angegebene
Empfindlichkeit der Reactionen bei deren mikrochemischen
Anwendung sowohl durch die vergrissernde Wirkung des
Mikroskops, als durch die complicirten chemischen und physi-
kalischen Verhiiltnisse im Priiparat bedeutend herabgedriickt
wird. Jedoch wird die Millon’sche Reaction der Nantoprotein-
siurereaction nnter gleichen Bedingungen wohl stets iiberlegen
sein. Auch die Raspail’sche Reaction ist im Allgemeinen schr
empfindlich.

Wie bereits oben bemerkt, geben (Mais)- Fibrin und
Rhodospermin die Xanthoproteinsiurereaction nur sehr schwach,
Rhodospermin die Raspail’sche Reaction iiberhaupt nicht;
octaédrisches Rhodospermin wird mit Millon’schem Reagens
nur briiunlichgelb.

Der Farbeuton ist bei den verschiedenen Eiweisskorpern
nicht gleich. Zur Erlduterung diene die folgende Tabelle:

Albumin Fibvin | Legumin ‘ (8,,1:5,1-1[:?;@
Zea Mais Zea Mats Vicia Faba
( ) | ) ’ ( ) ‘ Pepo)
| |
Raspail’sche ! intensiv. roth ’ rosenroth in
Reaction....| roseuroth als Alb. violett lila
Kupfer - Reac- ‘ ‘
tion ........ intens. violett;schw. violett | azurviolett violett
Xanthoprotein- |
zlglnle - Raaes gelb schw. violett | gelb gelb
Millon'sche tleischroth_in |
Reaction . ... feisehroth | carminroth | braunroth ziegelroth |
I ' |
{ ! i {
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Diese Angaben gelten fiir gleiche Volumina des festen
Iiweisskorpers mit dem betreffenden Reagens auf gleiche Weise
behandelt.

Diec Gelbfiirbung dnrch Salpetersiinre, die Rothfirbung
mit Zueker und Schwefelsiiure, die Violett- (respective weinrothe)
FFirbung mit Kupferoxydsalz und Alkalilauge, die Blaufiirbung
mit dem Frolid e’sehen Reagens, sie alle diese Fiirbungen zeigen
uns  organische Korper aus den verschiedensten natitrlichen
Gruppen.

Ich habe bereits bei der Besprechung der einzelnen
leactionen hervorgehoben, dass wir aus dem Auftreten der
Tirbung nur einen sehr allgemeinen Schiluss zichen konnen.

Unter allen Eiweissreactionen zeigt uns nur die Millon’sehe
Reaction eine bestimmte Structur an. Das Eintreten einer Roth-
firbung, durch dieses Reagens hervorgerufen, verweist uns auf
jene organischen Kérper, die einen einfach hydroxylirten aroma-
tischen Kern besitzen. Dadurch bewegt sich die weitere Ent-
scheidung in ecinem chemisch begrenzten Gebiet. Das ist der
cine nicht zun  unterschiitzende Vortheil des Millon’sehen
Reagens, ein anderer ist der, dass es die Reaction fixirt, das
heisst dort anzeigt, wo sie auftritt.

Aber auch das Millon’sche Reagens hat seine Feliler.
Auch dicse Reaetion kann durch gewisse Korper — wie wolil
die meisten Reactionen — verhindert werden. Wirkt das Reagens
auf selr wasserreiche Gewebe cin, so kann es z B. dureh
3ildung basischer Quecksilbersalze wirkungslos werden. Das
Reagens wirkt desto besser, je frischier es ist. Man beniitze es
nur so lange als damit z. B. die Krystallotde im Endosperm von
Yeinnssamen schin ziegelroth gefiirbt werden. Bei Bereitung
des Reagens empfiehlt es sich nach der von Hartig empfohlenen
Methode vorzugehen und genau zu wiigen.

Auf diese Art bercitet, erhiilt das Reagens dic richtige
Menge an freier salpetriger Sinre. Ein lingere Zeit aufbewalrtes
teagens kann man dureh Hinzuftigung ciniger Tropfen einer
ctwa 0-1% Kalimmnitritlosnng wirkungsfiihiger machen.

Von in der Zellhaut vorkommenden Kiérpern mit einfach
hydroxylirtemn aromatischen Kern kannte man bis jetzt nur das
Vanillin. Beim Nachweis von Eiweiss hat man demnaeh vor
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Allem das Vanillin auszoschliessen. In der von Wiesner
entdeckten Holzsubstanz-(Vanillin) Reaction mit Phloroglnein
und Salzsiiure haben wir ein ausgezeichnetes Mittel, um das
Vorhandensein desselben naehzuweisen. Wir konnten also mit
Millon’sechem Reagens erhaltene Rothfiivbung, wenigstens in
jencn Zellhiinten, welche die Vanillinreaction nicht geben, auf
vorhandenes Eiweiss denten. Noch sicherer geht man, wenn man
die Schnitte mit heissem Wagsser anslaugt. Dadureh coagulivt das
in der Zellhant vorhandene Eiweiss, wihvend ctwa vorhandenes
Tyrosin oder Phenol in Losung gehen. Den ansgelaugten oder
ansgekochten Schnitt befreit man, elie man ihn wit Millon’schem
Reagens behandelt, mittelst Filterpapier von der anhaftenden
Fliissigkeit.

Dureh die von mir angegebene Alloxanlosung wird die
Gruppe — CH,.CH(NH,).CO,H angezeigt. Es kommen dabei
hauptsiichlich Eiweiss, Tyrosin, Leucin, Asparagin, Asparagin-
siiure in Betracht. Beziiglich der Methode verweisc ich auf
Seite 156 dieser Arbeit.

is scheint mir nicht nnwichtig, das Verhalten der beiden in
den vegetabilischen Zellen so sehr verbreiteten Korper Vanillin
und Coniferin gegen die Eiweissreagentien hier anzufiihren:

Vanillin. Coniferin.

Milon’s R.: Intensiv roth, Stich ~ M.: gelbe Firbung.

in roth-violett.

Raspail’s R.: Intensiv roth-
violett.

H,S0,, alleiu: rothbraun.

CuS0,+KOH!): rother Nieder-
sehlag.

HNO, (vauchend): Rubinroth,
mit NH, gelbe Nebel, die
Flitssigkeit bleibt rubinroth.

HCL: zeisiggriin,

Frohde’s R.: intensiv dunkel-
blaugriin,

Alloxan: keine Reaction,

R.: Intensiv rothviolett.

H,SO, allein: Intensiv violett.

CuS0,+KOH?): rother Nieder-
schlag.

HNO, (rauchend): braungelb,
mit NII, dichte weisse Nebel
Firbung der Fliissigkeit un-
veriindert.

HCl1: granblau.

Fr.: intensiv dunkelblau.

A.: keine Reaction.

1) Nach Art der Trommer’schen Probe ausgefiihrt.
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Daraus ist auch ersichtlich. dass das Alloxan namentlich
zum Liweissnachweis in der verholzten Zellwand herangezogen
werden kann.

Im Wesentlichen besteht meine Methode, das Eiweiss mikro-
skopiseh nachzuweisen, in Folgendem:

1. Tm Nachweis der einfach hydroxylirten aromatischen
Gruppe duarch das Millon’sehe Reagens, nach Aunsschluss freier
oder anderweitig gebundener einfach hydroxylirter aromatischer
Substanz,

2. Im Nachweis jener Atomgruppe, welche bei Zersetzung
der Eiweisskorper als Asparaginsiiure oder Asparagin austritt,
dureh Alloxan, nach Beseitignng der letztgenannten Substanzen
nnd anderer nieht ciweissartiger Verbindungen. (Tyrosin ete.)
Um nun zu entscheiden, ob das auf diese Weise nachgewiesene
Fiweiss als Protoplasma der Zellhaut angehort, und um den
Einwand, man habe es mit  infiltrirtem“ Eiweiss zu thun —
wogegen indess schon die Entwicklungsgeschichte der Zellhaut
spricht anszusehliessen, wurden Versuche mit der bekannten
alkalischen Nilberlosung, welehe nach Loe w und Bokorny nur
durch das lebende Protoplasma reducirt wird, angestellt.

II.

Die ersten Versuche in den Zellmembranen der Pflanzen
FEiweiss nachzuweisen rithren von Mulder! her. Er hediente sieh
hiczu der Xanthoprotemsiiure- und der Salzsiiurereaction. Nach
den oben mitgetheilten Darlegungen ist die von Mulder ange-
wandte Methode zu unvollstiindie gewesen, als dass er hiitte zu
sicheren Resultaten gelangen konnen. Auch hat schon Bohm?
gezeigt, dass die von Mulder durch Salzsiiure erhaltenen
Membranfiirbungen nicht auf Eiweiss zuriickzufiihren sind,
sondern durch besondere in der Zelle auftretende Chromogene

U Versuch einer allgemeinen Physiologie, von (i, J. Mulder. Besorgt
von Dr. 1. Kol be. Brannschweig 1844—1351, vgl. bes. pp. 441—508.

2 L Beitrige znr uiiheren Kenntniss der Genesis und Fnuetion von
Panzentarbstoffen=. Sitzh. d. kais. Akad, . Wiss,, Wien, m. n. Cl.:
XLV, Bd.. II. Abth,, Jahrg. 1862
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hervorgerufen werden. Es ist dann spiiter von v. Hohnel ! dar-
gelegt worden, dass das in der Zelle vorhandene Chromogen
(Hohnel nennt es Xylophilin) nur bei Gegenwart der Holz-
substanz durch Salzsiiure die von Mulder beobachtete charakteri-
stische Férbung hervorruft.

Aber erst durch Wiesner’s? Identificirung des fraglichen
Chromogens (Hohnel’s Xylophilin) mit dem Phloroglucin
tbezichungsweise Brenzeatechin und verwandten Korpern) und
durch die unter Wiesner’s Leitung von M. Sin ger® ausgefiihrte
Identificirang der in der verholzten Zellwand vorkommenden
bei der genannten Reaction wirkenden Substanz mit dem
Vanillin wurde die Mulder’sche Salzsiiurercaction vollstiindig
erklirt.

Tiir einzelne jener Fille, wo Mulder mit Salpetersiiure und
Ammoniak Gelbfirbung beobachtete, kann ich auf Grund meiner
Untersuchungsmethode das Vorkommen von FEiweiss in der
Membran bestitigen, namentlich fiir die Holz- und Bastfaserzellen
von Sambucus nigra (frische einjihrige Zweige), fiir das Kork-
gewebe von Sumbucus und Tilie parvifolic. ferner fiir die
Cuticnla von Aleé, Agave. Phorminm ienax, Hoja earnosa und
Sambucus.

Dass in Innenhiiuten Eiweiss vorkomme, wurde schon 1864
von Wiesner®* im hohen Grade wahrscheinlich gemacht.

Dippel®und Solla® fanden im Gegensatz zu Schacht,
dass die jungen Zellen der Phanerogamen die Zellstoffreaction
nicht zeigen. In einer auf Anregung des Herrn Professor

t . Histochem. Beitriige®, ibid.. LXXVL Bd., I. Abth., Jahrg. 1877.

2 ,Das Verhalten des Phlotoglucins und einig. verw. Korper auf ver-
holzte Zellmembranen, LXXVIL Bd., 1878.

8 ,Beitr. zur niiheren Kemntniss der Holzsubstanz u. d. verholzten
Gewebe¢, ibid., LXXXYV. Bd., 1882,

4+ ,Uber die Zerstorung der Holzer a. d. Athmosphiire, Sitzb. d. kais,
Akad. d. Wiss., Wien, m. n. (', 1364, XLIX. Bd., p. 32 (Sep. A.), siehe auch
»Organisation der pflanzlichen Zellhaut+. ibid. XCIIL Bd.. Jahrg. 1836, p. 33
(Sep. A.).

5 Dippel, das Mikroskop II, pp. 7, 8, 49, 230.

6 Usterr. Botan. Zeitg. 1~79, p. 351.
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Wicesner unternommenen Arbeit K. Riehter’s! wurde es hichst
walirscheinlich gemacht, dass die Pilzzellhiiute ihres Eiweis s-
celhaltes wegen der Cellulosereaction so schwer zuginglich
sind. Wiesner? selbst konnte in Vegetationsspitzen, Cambium
und Phellogen das Eiweiss in den Membranen indireet (Eintreten
der Cellulosereaction nach Peptonisirung) und direct (Farben-
reaction) nachweisen, und crbringt dureh Discussion einer an
Polyporus fomentarius ausgefithrten Stickstoffbestimmung den
Beweis, dass es Zellen gibt, in welchen die Hauptinasse des
Protoplasma der Membran angehort.?

In der im Wiener pflanzenphysiologischen Institut aus-
gefiihrten Arbeit ,Beitriige fiir Mikrochemie der Flechten® fiihrt
Dr. K. B. J. Forssell* anch einzelne Fiille (Hyphen einiger
Fleehten und Zellen ciniger Algen) an, in welehen sich mit ITilfe der
Raspail’schen oder der Millon’schen Reaction, oder beider
Eiweiss nachweisen liess, Diesc Ergebnisse kann ich auf Grund
der bei den vorliegenden Untersuchungen angewaundten Methode
bestitigen.

Bevor ich jedoch daran gehe, die voi mir beobachteten
Fille des Vorkommens von Eiweiss in der pflanzlichen Zellhaut
mitzutheilen, muss ieh noch auf die bercits an anderer Stelle
citirte Abhandlung von Julius Sachs ,Uber einige nene mikros-
kopisch-chemische Reactionsmethoden® (1859) zuriickkommen.
Sachs® erhiclt mit Kupfersulphat und Kalilauge in Zellen-
membranen nur Blau- oder Gelbfarbung. Die Blaufirbung deatet
auf Cellulose und ,tritt hitufig schon danm auf,“ wenn die Vitriol-
losung nur einige Minuten cingewirkt hatte.“ ,In diesem Falle
erhiilt man dann die Zellstoffreaction zugleich mit den Reactionen
auf Eiweiss nud losliche Kohlehydrate“. Die Blanfirbung trat in
Membranen jugendlicher Zellen cin und scheint gegen deren
Eiweissgehalt zu spreclien. Erinnert man sich aber daran, wie

t ,Beitr. z. gen. Kenntniss der chem. Beseh. d. Zellmembr. d. Pilze.«
Sitzb. d. kais. Akad. d. Wiss,, Wien, m. n. Cl, LXXXIII Bd., I. Abth.
Jahrg. 1881, Maiheft, . 13 (Sep. A.).

2 ,Organisation d. vegetab. Zellhaut®, p. 42 (Sep. A.).

Wiesner, ibid., p. 45 (Sep. A.).

4 Sitzb. d. kais. Akad. d. Wiss., Wien, m. n. CL, XCIIIL Bd,, I. Abth,,
Jahrg, 1886., Aprilheft, p. 111,

5 L oe pp. 18, 19.

e
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schwer die Cellulose in jugendlichen Zellmembranen durch Jod-
priiparate, Kupferoxydammoniak nachzuweisen ist, ferner daran,
dass die Reaction mit Kupfersulphat und Kalilauge die am
relativ mindesten empfindliche Farbenreaction der Eiweisskorper
ist — hatte sie ja doch zum Satze vom eiweisslosen Protoplasma
gefiibrt — so werden wir dem Umstande, dass in Zellwiinden
die Kupferreaction auf Eiweiss nicht eintritt, keine sonderliche
Bedeutung beimessen konnen.

Aus demselben Grunde musste auf eine Combination dieser
Reaction mit der Millon’schen Probe verzichtet werden, obwoll
gerade diese Combination, wie von Briicke! hervorhebt, von
grossem praktischen Werthe ist, da sie die Eiweisskorper von
anderen Substanzen unterscheidet, welche die Millon’sche Probe
auch geben. Tin Folgenden gebe ich eine Zusammenstellung der
von mir beobachteten Fille des Vorkommens von Eiweiss in der
pflanzlichen Zellhaut, Die Methode, der ich mich bediente,
habe ich schon frither (Seite 142) auseinandergesetzt und zun
begriinden versueht,

In der Regel bediente ich mich des Millon’sehen Reagens,
nachdem ich mich dureh anderweitige Reactionen davon iiber-
zeugte, dass die eben schon eingehend erdrterten, die Reaction
storenden Korper (Vanillin, Tyrosin u. s. w.) nicht vorhanden
sind, oder wenn sie vorhanden waren, nachdem ich dieselben
durch Auskochen der Schnitte mit Wasser beseitigt hatte.

Wo ich anderweitig priifte, ist dies besonders angegeben,
desgleichen sind jene Fiille besonders namhaft gemacht, in denen
ich mit aller Vorsicht und unter Zuzieliung der Alloxan-
reaction reagirte.

Beziiglich der Anwendung des HMillon’schen Reagens
mochte ich noch Folgendes bemerken:

Das Millon’sche Reagens fiirbt Eiweisskorper bekanntlich
roth. Der rothe Farbenton schwankt — je nach den Umstinden
— zwischen rosenroth, ziegelroth, purpurn und rothbraun. Die
Zellhiiute firben sich zumeist melr oder minder rosenroth. Bei
Zellbautuntersuchungen empfiehlt es sich, das Millon’sche
Reagens in der Kiilte einwirken zu lassen. Die Reaction tritt
gewdhnlich bald ein nnd bleibt fixirt,

1 Physiologie T. Th.,IV. Aufl,, p. 88.

Sitzb. d. mathem.-naturw. Cl, XCIV, Bd, I, Abth, 10
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Die uachfolgenden Angaben bezichen sich aunf frisches
Material. Experimentirt wurde fast aussehlicsslich — wo Schnitte
nothwendig waren — mit Querschnitten durelr die betreffenden
Pflanzentheile.

A). Gewebe der Kryptoganen.

Pilze: Hyphen von Polyporus sulphureus Bull., P. fomeuntarius
ergaben bei der Priifung mit Millon’schem Reagens ein
zweifelhaftes Resultat, besser geliné‘t die Xanthoprotein-
siiurereaction; hingegen reagirten sie sehrhitbsch mit Alloxan.

Flechtenhyphen: * Cladounin gracilis L., * Lobaria pulmonaric
Hoffm.

* Peltigera canine L. gaben Millon’sche und Alloxanreaction.

Algen: In den Membranen der vegetativen Zellen von Chare,
Clondrus crispus Liyngh., Cladophora bombycinae Agard
ond andere Species, * Heklonie baccatu, * Euchewna spino-
sum Ag., *Gelidium cartilayinewn Grev., Oedogonium sp.
besonders deutlich der sog. ,Cellulosering®, Vawcheriu sp.
Hingegen konnte in folgenden Algen das Eiweiss in der

Membran nicht nachgewiesen werden: Chaetophora endivicefolia,

Spirogyra sp., Zygnewa cruciatumn.

Moose: Polytrichum commune Membranen der Blattzellen.

Gefiisskryptogamen: Alsophila australis Wedelsticl: Epi-
dermiy, Siebtheil der Gefiissbiindel; Equisetum maximum,
nalustre Stamm: Siebtheil der Gefiissbiindel; Seolopendrium
officinarum Wedelstiel: Epidermis, Siebtheil der Gefiiss-
bitndel; Selaginelle Willdenowicne Stamm: Epidermis, Sieb-
theil der Gefiissbiindel.

B) Giewebe der Phanerogamen.
[. Meristeme.

Vegetationsspitze des Stammes: Klodea canadensis, Hip-
quris valgaris, Myviaphyllvm verticillatum, Phasceolus multi-
flovus, Zew mais.

Vegetationsspitze der Wnrzel: Elodea can., Myriophyllum
vevt., Phaseolus multifl.. Zea mais.

# Auch von Dr. Forssell mit positiv. Resultat untersucht.



Eiweiss in der pflanzlichen Zellhant. 147

Die Zellen der Vegetationsspitzen sind bekanntlich sehr reieh
an Plasma, die Membranen sehr diinn; es ist daher sehwer mit
voller Sicherheit zu entseheiden, ob die Membranen eiweiss-
haltig sind.

In den Membranen der die Wurzelhaube bildenden Zellen
wurde keine Eiweissreaetion walirgenommen.

Cambium: Rothfiirbung der Membranen dureh Millon’sehes Salz
trat in allen Fillen ein, wo sieh die Zellhiiute des Weich-
bastes der Gefiissbiindel roth fiirbten, z. B. bei Aucubu
Japonica, Astragalus verus, Carpinus Belnlus.  Lycopus
enropaens, Lactuca muralis, Primula officinalis, Sambucus
nigra, Saxifraga bulbifera. Tilia parvifolio, Urtica urens.

Pericambium: Bei den Luftwurzeln von Anthurium, Hertwegia
comosa, Philodendron erubescens, crassinercum, pertusum,
den Bodenwurzeln von Alliwin Porrum, Phaseolus multiflorus,
Pisum sativam, Zea Mais.

Phellogen: z. B. Acer campiestre, Libes nigram, Sambucus nigra,
Solanum tuberosum. Hier wie beim Cambiuvm und Pericambium
durehaus positive Resultate.

II. Dauergewebe.

Die Epidermisszellhdiute wurden nahezu Dbei allen unter-
suchten Objecten eiweisshaltig gefunden. Die Cutieula zeigte
immer die Eiweissreaetion.! In dem naehfolgenden alphabetiseh
geordneten Verzeichnisse els(hemcn alle Samenpflanzen auf-
gefiihrt, welehe ich auf Eiweiss in den Zellnduten der 1 pidermis
priifte. Da ieh eben so hiiufig Eiweiss in den Membranen der
Weiehbastelemente auffand, so habe ich diese Vorkommnisse
in demselben Verzeichnisse angemerkt. Aueh die beobachteten
Fiillle des Vorkommens von Eiweiss in den Zellhiiuten des
Grundgewebes erscheinen darin verzeichnet.

Im Naehfolgenden bediene ieh mich der folgenden Ab-
kiirzungen:

B1.=Blatt, Blst. — Blattstiel, Cb. = Membranen des Cam-
biums, Coll.=2Membr, des Collenechyms, Ep. = Membr. der

1 Mulder (L c. p. 499) beobachtete in der Cnticula immer Xantho-
proteinsiurercaction.
10 *
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Epidermis, Hypd. =Hypoderma, St. = Stamm, Weichb. =

Membr. des Weichbastes, W z. = Wurzel.

Alo¢ sp., vulgaris Bl.: Die tangentialen Wiinde der Epidermis,
die subepidermalen Zellen besonders deutlich in den Kanten.

Allium Cepa . Z wiebelschuppe“ Ep. und die unmittelbar
angrenzenden Schichten des Grundgewebes, Illemente des
Gefiissbiindels (verliolzt sind nur die Gefiisse des Xylenis);
wrsinum St., Bl.: Ep. Weichb.

Anthurium sp. Luft wz.: velamen radicum, Endoderm. Weichb.

Astragalus verns Blst.: Alle Membranen (Vanillinreaction zeigen
nur Xylem und Hartbast).

Aucuba japonica Bl,, Blst.: Ep. Cb. Weichb.

Bambusa stricta St.: Ep. Weichb.

Begonia Blst.: Ep. Coll. Weiehb.

Bilbergia acaulis, liboniuna, thyrsoidea Bl.: Ep. Hypd. Weichh.

Bromelia sphacellata Bl.: Ep. Hypd. Weichb.

Broussonetia papyrifera Blst.: Ep. Coll. Weiehb.

Burettic mexicuna Bl.: Ep. Weichb.

Caraguata splendens Bl.: Ep. Hypd. Weichb.

Curex Mich=lii, montana, muricata, praccox, remota, stenophylla,
tomentosa, rulpina St., BL.: Ep. Weiehb.

Carpinus Betulus St.: Ep. Coll. Cb. Weichb.

Cephalanthera ensifolia, pallens, rubra St. Bl.: Ep. Weichb.

Ceraiophylium demersum St.: Alle Membranen.

Chenopodium album St.: Ep. Coll. Weichb.

Cobaca seandens St.: Ep. Weichh. #

Corallorhiza funata St., Bl.: Ep. Weichb,

Cyperus alternifolius und Papyrus St., BL: Ep. Weichb.

Elodea canadensis St.: Alle Membranen.

Epipactis latifolia o major, B. minor, palustris St. Bl.: Ep.Weichb,

Erviophorum angustifolium St., Bl.: Ep. Weichb.

Evonymus St.: Ep. Coll. Weichb.

Ficus elustica, stipulata B1. Bst.: Ep. Coll. Weichb., ferner bei
Ficus elastica die Anlage der Cystolithen.

Gladiolus palustris Bl., St.: Ep. Weichb,

Gynmnwdenia conopsea B, St.: Ep. Weichb.

Hurtwegiac comosa Bl., St, Luftwz.: Ep. Weichb. Bast. Endo-
dermis,
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Heceltiaw Gisebreghtii Bl.: Ep. Hypod. Weichb.

Holenbergia strobilacea Bl.: Ep. Hypod. Weichb.

Isolepis gracilis Bl. St.: Ep. Weichb.

Juncus commainis, compressus Bl., St.: Ep. Weichh.

Lactucw muralis St.: Ep. Coll. Weichib. Cb.

Lamprococcus miniatus, Weilbachii Bl.: Ep. Hypd. Weichb.

Laurus nobilis Bl.: Ep. Weichb.

Listera ovata Bl., St.: Ep. Weichb.

Lyeopus europaeus St. Ep. Coll. Ch. Weichb.

Neottia nidus avis Bl., St.: Ep. Weichb.

Nidularivom princeps, speciabile Bl.: Ep. Hypd. Weichb.

Nuphar lutenm Blst.: Ep. Coll. Weichb.

Nymphaea alba Blst.: Ep. Coll. Weichb.

Orchis coriophora, latifolic. militaris, uséuluta B1., St.: Ep. Weichb.

Ourirandra fenestratu Bl., Blst.: Ep. Weichb.

Pellionia Deanrveana St.: Ep. Weichb.

Phaseolus multiflorus St.: Ep. Weichb,

Philodendron crassinervim, erubescens, pertusum Luftwaz.: Ep.
Endodermis, Gefissbiindelscheide, sicher die ,Durchlass-
zellen.“ Pericb. Weichb.

Phoeniz canariensis Bl.: Weichb.

Pinus silvestris Bl.: Weichb. Bast zw. den Gefiisshiindeln und
um die Harzgiinge.

Piswm sutivim (Keimling) St.: Ep. Weichb. Wz.: Alle Mem-
branen.

Pittairuia sp. Bl.: Ep. Hypd. Weichb.

Pittosporwm Bl. Blst.: Ep. Coll. Cb. Weichb. Mesophyll.

Platanthera hifolia B. St.: Ep. Weichb.

Primula officinalis, Auricula St.: Ep. Cb. Weichb.

Sambucus Ebulus, nigra St. Blst: Ep. Coll. Cb. Phellogen.
Weichb.

Suxifraga bulbifera St.: Ep. Cb. Weichb.

Sempercivum hirsutum St.: Ep. und angrenzende Zellen des
Grundgewebes. Ch. Weichb.

Scirpus  Holoschoenus, lucuséris, palustris, silvaticus, trigueter
Bl St: Ep. Weichb.

Tiliv parcifolia St: Ep Coll. Cb. Weichb.

Tillandsia zebrina Bl: Ep. Hypd. Weichb.
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Tradescantin zebrina, gianensis St.:Ep, Coll. Weichb. (Festigungs-
ring schwaeh verholzt, mit Millon’s Reagens intensiv
roth).

Trinia vulgaris St.: Ep. Weichb.

Urtica dioica, nrens St.: Ep. Coll. Ch. Weiehb.

Vallisneria spiralis Bl.: Alle Membranen.

Vitis vinifera St.: Ep. Coll. Cb. Weichb.

Viisea sp. Gisebreghtii, speciosa. Bl.: Ep. Hypd. Weiehb.

Zea Mais (Etiol. Keimling, 3 Wochen alt) St., BL.,, Cotyledon:
Alle Membranen (verholzt nur die Gefiisse). Wz: Tangential-
wiinde der Gefiissbiindelseheide und die Membranen inner-
halb dieser. (Hantgewebe verholzt.)

Die Membranen des Collenchyms zcigten Eiweissreaction
z. B. bei: Astragalus verns Blst, Begowia Blst., Broussonetic
papyrifera Blst, Ceratophylluam demersum St., Chenopodium
album St., Ficus elustica Bst., Lactuca wauralis St.. Lycopus
ewropaens St., Sambucus nigra St, Tradescantia zebrina St.,
Urtica urens St.

In den Membranen des Grundparencliyms und des Markes
habeich selten Eiweissreaetion beobaehtet. Ieh werde noch darauf
zariikkommen.,

Besondere Beaelitung verdienen jene Fille, wo alle Mem-
branen (am Querschnitt des betreffenden Organes) die auf
Eiweiss deatende Rothfirbung annahmen:

Alliwm Porewm, Wz.: Alle Membranen, besonders Epiblem und
die Gefiissbiindelelemente. Vanillinreaction zeigen nur dic
Gefiisse und die Gefiisshiindelseheide.

Astragalus verus Blst.: Alle Membranen, Vanillinreaction zeigen
nur Xylem und Hartbast.

Elodea canudensis St.: Alle Membranen, keine Vanillinreaction.

Vallisneria spiralis Bl.: Alle Membranen, keine Vanillinreaction.

Piswm sativam (Keimling) W z.: Alle Membranen.

Zew Mais (Etiolirte Keimpflanze, 5 Wochen alt) Cotyl, B, St.,
Alle Membranen. Vanillinreaetion zcigen nur die Gefiisse.
Wz.: Alle Membranen innerhalb der Gefiisshiindelscheide

von dieser auneh die tangentialen Wiinde. Vanillinreaction zeigten

das Hautgewebe und die radialen Wiinde der. Gefissbiindel-
scheide.
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Bei den untersuchten Ranken von Bryonia dioica, Cobaca
scandens, Cucumis satirus, Vitis vinifera fand sich Eiweiss in den
Membranen der Epidermis, des Collenchyms und des nicht ver-
holzten Gefiissbiindeltheiles.

In den Membranen des Endosperms liess sich Eiweiss
nachweisen bei Aselepias syriaca, Ricinus commuais;' Zea Mais,
aunch Aleuron und Kleberzellen zeigten die Reaction.

Bei Strychnos nuw vomica war nach der angewandten
Methode chenso wenig wie bei Phoenix dactylifera in den Zell-
hiiuten des Endosperms Eiweiss nachweisbar. (Siehe unten p.153.)
Agapauthus  umbellatus (BL), Clivia miniata (BL), Dracaena
indivisa (BL.), Pandanus Veitehii (Bl), Peperonia trichocarpu
(St), Viburnum opulus (St.), Yucca gloriosa, pendula (Bl.)
verhielten sich dem Millon’sehen Reagens gegeniiber passiv.
Damit ist jedoeh nicht gesagt, dass die angefiibrten Pflanzen in
ihren Zellhiiuten kein Eiweiss enthiclten. Unsere mikroehemisclien
Methoden lassen eben noch Manehes zu wiinschen iibrig, nund wir
haben es nicht ganz in unserer Hand alle storenden Factoren
auszusehliesen.

In den Membranen der echten Bastzellen, sowie der Libri-
formzellen Kkann man im Allgemeinen mit Hilfe des
Millon’sehen Reagens Eiweis nieht nachweisen, denn eine
damit eintretende Rothfirbung muss auf das aus diesen Men-
branen schwer zu bescitigende Vanillin zuriickgefithrt werden,
da sieh Libriformzellen woll immer, echte Bastzellen oft als ver-
holzt erweisen.

Idioblasten, wie die im Blatte, respective im Blatte und
Stamme von Camellic wnd Hakea, Nuphar und Nymphaeec
erwiesen sich gleichfalls als verholzt.

Die Zellhiiute der Endodermis (im weiteren Sinne) zeigten
Vanillinreaction mindestens in den radialen Winden. Doch liess
sich Eiweiss wenigstens in den Membranen der ., Durchlasszellen®
immer constatiren: z. B, Allion Porrum, Anthurinm (Luftw.),
Hartwegia comosa (Luftw.), Plilodendron crussinervim. erubes
cens, pertusum Luftw.), Pisum sativum, Zea Muis.

1 Es empfiehlt sich, um sicher zu gehen, das Rieinusendosperm heran-
wachsen zu lassen.
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Fiir den Nachweis von Eiweiss in verholzten Zellhiuten ist
indess das ungleiche Verhalten des Vaunillins gegeniiber Phloro-
gluein und Salzsiiwre und gegeniiber Millon's Reagens nicht
ohue Bedeutung. Phloroglucin und Salzsiiure bilden niimlich ein
weitans empfindlicheres Reagens auf das in der verholzten
Wand vorkommende Vanillin, als das Millon’sehe Salz.

Man kann sich davon leicht iiberzeugen.

Wenn man demmach in schwach verlolzten Membranen
mit Millon’schem Reagens weitaus stiirkere Rothfirbung erhiilt
als mit Phloroglucin und Salzsiiure, so kann man diese mit Recht
als Eiweissreaction in Anspruch nehmen, zumal wenn man die
“irbung anchanausgekochten Sehnitten erhilt. Aut diese Art
Kounte ich Eiweiss in den Membranen des Hypoderms aller
von mir untersuchten Bromeliaccen, ferner des Nylems von
Sumbicus nigra, Urtica dioicu, nrens, der Bastzellen zwisehen den
Gefissbiindeln und wm  die Tarzgiinge im Blatte von Pinns
sileestris feststellen. Die sorgfiiltigste Untersuchung  widmete
ich den Bromelinceen, deren Gewebe unter Anwendung aller
Vorsichtsinassregeln und stets unter Zuzielung von Alloxan
gepriift wurde, durchaus mit positivem Erfolg. Eine gleiche
Sorgfalt wandte ich anch dem Collenchym und aus begreiflichen
Griinden auch dem Endosperm von Phoeniz und Strychnos zn.
Wihrend die untersuchten Collenehyme sieh als eiweisshiltig
erwiesen, konnte in den Membranen der Endospermzellen von
keimfihigen Phoeniz dactylifera und Strychnos nox vomicw Kein
positives Resnltat erziclt werden.

Das Ausbleiben der Eiweissreaction in dem sogenannten
Symplasma scheint mir woll sehr bemerkenswerth, und ver-
dient wm so mehr hervorgehoben zu werden, als an der Plasma-
natur der durch die Wand gehenden plasmatischen Verbindungs-
fiiden nicmand gezweifelt hat, obgleich zugegeben werden muss,
dass ein crnstlicher Versueh Kiweiss in denselben nachzu-
weisen nicht unternommen wurde. (Vergl. oben pag. 133.)

Indess will ich aus dem Ausbleiben der Eiweissreaction bel
den untersuchten Symplasmen nicht auf die Abwesenheit von
Fiweiss schliessen. Bei Farbenreactionen kiénnen ja nebenher
anftretende Korper leieht storend wirken, wofiir dic oben ange-
fithrten Pilzmembranen aueh cin Beispiel abgehen, welehe wohl
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Xanthoproteinsiiure und Alloxanreaction, nicht aber
die sonst so empfindliche Millon’sche Reaction geben. Ich
erinnere daran, dass dic so empfindliche Reielel’sche Glyeerin-
probe vollstindig versagt, wenn neben dem Glycerin auch nur
eine Spur von Zucker vorhanden ist.

Fir die Plasmanatur und das Leben des Symplasmas
spriclit woll sehr die Entdeckung Tangl’s, dass es Wundreize
fortzupflanzen befiihigt ist L.

Fassen wir alle auf den vorhergehenden Blittern ange-
fithrten Thatsachen zusammen, so finden wir, dass sich Eiweiss
— nach der bei diesen Untersuchungen angewandten Methode —
in den Zellhiiuten aller Gewebearten nacliweisen Lisst.

Fiir die instructivsten der von mir anfgefundenen Beispicle
michte ich die untersuchten Bromeliaceen (Bithergiu «wcaulis
liboniana, thycsoidew; Bromelia sphacelluta ; Caraguata splendens;
Hohenbergia  strobilacea; Lamprococcus miniaius, Weilbachiis
Nidularium princeps, spectabile : Pittvivuia; Tllandsia zebrina ;
Viisea speciosa, Gisebreyhtil) ; ferner Astragalus verus, Sumbucus
nigra, Urtica wrens, Zea Mais. sowie Cladophora bombyeine nd
Oedogoninm halten.

Es ist nun noch dic Frage zu crortern, ob das in der Zell-
haut vorkomnmende Miweiss nicht als in dieselbe infil trirt anf-
zufassen ist.

Dagegen  spricht  jedoch schon die Entwicklungs-
geschichte der Zellwand,

Die Untersuchungen Strasburger’s und Wiesner’s haben
gelehrt, dass dic erste Anlage der Wand sclbst e¢in Proto-
plasmagebilde ist, auch sind die loslichen Formen der Albumi-
nate in so geringem Grade diffusibel, dass ihr Vermogen Mem-
branen zu infiltriren, gewiss ein geringesist. Eiweissirei gewordene
Zellmembranen (z. B. Leinbastzellen) lassen sich mit Eiweiss-
losungen nicht imbibiren.

Die Eiweisskorper aber miissen wir ,als eigentlich con-
stituirende Bestandtheile des Protoplasma aunsehen, sie
bilden den Gipfel, das Endglied der Hauptreihe der progressiven

1 Zur Lehre von der Continuitit des Protoplasma=, Sitzb. d. kais.
Akad. d. Wiss, Wien, m. n. CL., XC. Bd,, L. Abth., Jahrg. 1334, Iit. 1.
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Stoffimetamorphose, denn ihre Moleciile sind fast unzweifelhaft
die grossten und an potentieller Energie reichsten, welehe im
Protoplasma vorkommen. Dalier diirfen wir auch bei allen
anderen im Protoplasma getundenen Substanzen die Frage auf-
werfen, ob dieselben etwa als Spaltungsproducte von Eiweiss-
kirpern gedeutet werden kénnen, ¥

In der von Low und Bokorny? angegebencn, sehr ver-
diinnten alkalischen Silberlosung besitzen wir nun ein Mittel
organisirtes, lebendes Eiweiss, Protoplasma auf chemi-
mischem Wege zu erkenncn. Tritt Reduetion zn metallischem
Silber ein, so deutet dies nur auf vorhandenes lebendes Proto-
plasma von einer gewissen Resistenz; erfolgt keine Silberab-
scheidung, so folgt darans vur, dass das Protoplasma zu sensibel
ist, d. . so rasch abstirbt, dass es seine reducirenden Qualitiiten
nicht znr Geltung bringen kann. ,Die Resistenz des Protoplasma
variirt ganz ausserordentlich bei verschiedenen Organismen. 3%
»Da abgeschiedenes metallisehes Silber, wenn es in sehr diinnen
Schieliten anftritt, das Licht auch gelb bis rothibraun und violett
durchlagsen kann, so erseheint statt der Sehiwiirzung hic und
da eine weehselnde Nuaneirung von orange bis violett, rothbraun
und gran.* Eine Briunung von ganz anderem Habitus zeigt
Gerbstoff oder Zueker an.

Mit der Low-Bokorny’schen Liosung A“ und deren
Modification fiir sensiblere Objecte ® priifte ich die obenange-
fihirten Bromeliaceen, so wic Allivn Cepa, Zea Mais, Sambucus
nigra. Ls mussten batiirlich ziemlich diinne Quersehnitte zur
Anwendung gebracht werden. Dadnreh wird das Dermatoplasma
jedenfalls nieht reactionsfiihiger gemacht, indess die Resultate
waren unzweifelhaft. Die Silberabscheidung in den Membranen
des Gefiissbiindels aller Objecte war orange bis violett und grau.

Die Membranen der Tiipfelgefiisse von Zew Mais (Keim-
pflanze) wiesen Schwiirzung auf. Bei den iibrigen Membranen
war dic Reaction spiirlich. Die Epidermiszellwinde von Allium

1 Reinke, Studien itber Protoplasma®, p. 155.

2 Die chem. Kraftquelle im lebenden Protoplasma,~ Miinehen 1882
3 ibid., p. 13, Anm. 2.

1 Ibid. p. 52.

5 Nitheres bei Low u. Bokorny, L e. p. bi, 52,
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Cepa (Querschnitte durch frische Zwiebelschuppen) erschienen
grau. Diese Firbung deuntet auf Eiweiss. Die gelbbraune Firbung
der Membranen, welche man bei diesem Objecte auch bemerken
kann, zeigt infiltrirten Zucker an.?

Eine Priifung siimmtlicher genannten Objccte auf Gerbstoff
(it Eisenchlorid) ergab, dass in den Zellhituten kein Gerbstoft
vorhanden war. Zucker konnte mit der Trommer’schen Probe)
eb enfalls nicht nachgewiesen werden. Die Zellhiiute der unter-
suchten Algen (Spirogyra, Cladophora) zeigten keine Silber-
reduction vielleicht wegen zu grosser Sensibilitiit. Die positiven
Ergebnisse der mit den Low-Bokorny’schen Silberlosungen
angestellten Versuche sind wohl als neue Stiitzen der Ansicht
Wiesner’s, dass die in den Zellhiiuten auftretenden Eiweiss-
korper leb endem Protoplasma angehoren, zu betrachten.

T Bokorny, ,Das Wasserstoftsuperoxyd und die Silberabscheidung
durch aetives Albwmin, Jahrb. f. wiss. Bot. XVIL Bd. 1886, p. 352 (2. Heft)
daselbst wird auch neuerdings der Beweis geliefert, dass nur lebendes
I'rotoplasma die Silberabscheidnog bewirkt. Vergl. ferner Low und
Bokorny L ¢, p. 14.




